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伝 染性 単核症 の 活性 化 丁細 胞に おける Fa s 抗原 ,
bcト2 蛋白発現とプ ロ グ ラ ム 細胞死(ア ポト ー シ ス)




Epstein-Barrウ ィ ル ス (Epstein qBarrvir u s, E B V)の 初感染 に よる伝達性単核症(infectio u s m o n o n u cle o si ,IM)ほ 自然
治癒 が期待でき る良性 の リ ン パ 球増殖性疾患である . 本症で は , E B V感染 に 対す る T細胞の 免疫応答と して の 活性化 丁細胞
の 増加 が血 液学的特徴 と して あげ られ , こ れ らの 活性化丁細胞が白血球共通抗原(C D45)の ア イ ソ フ ォ ー ム で ある C D 45R O抗
原で識別 で き る こ と が知 られ て い る . 一 方 , 活性化 丁細胞が末梢血 か ら消失す るに つ れ て I Mが 自然 に 治癒 して ゆ くが , 生体
内よ ワ活性化 丁細胞が排除 され る際に い か な る メ カ ニ ズ ム が 関与す るの か 明 らか で ほな い . 本研究 で は , 正 常人 の 末梢血 丁細
胞か生体外 の 培養に よ り細胞死を起 こ しに く い の に 対 して , 急性期 IM の 末梢 血 丁細胞 で は 多くの 細胞に 細胞死 が み られ , 形
態的特徴や , D N A断片化と い う生化学的特徴 か らそ の 細胞死 の 機序が ア ポ ト ー シ ス で ある こ とを 示 した . さら に , そ の ア ポ
ト ー シ ス が C D 4陽性(CD4+), C D 8陽性(C D 8
+
)の 両丁細胞の うち活性化丁細胞に あた る C D 45 R O陽性(CD45 R O
十
) T細胞
お い て 選択的 に 誘導 され て い る こ とを 明 らか に した . 一 方 , 同 じく C D45 R O抗原 で 認識 され る正 常メ モ リ ー T細 胞に は ア ポ
ト ー シ ス は ほ と ん どみ られ なか っ た . 最近, Fas抗原が リ ン パ 球 に ア ポ ト ー シ ス を誘導す る細胞表面分子 と して , ま た bcl-2
が ア ポ ト ー シ ス の 抑制に 関わ る遺伝子 と して 注 目 され て い る . 本研究 で は さ らに IM活性化 丁細胞 の ア ポ ト ー シ ス 誘導 に どの
よ うな 細胞条件 が必要な の か を 検討す る目的で , IM と正常人の 末梢血 丁細胞に つ い て Fas抗原と bcl-2 の 遺伝子産物 で ある
bcト2 細胞内蛋白の 発現を比較 した . Fas 抗原発現は IM の 活性化 丁細胞ばか り で な く正 常人の メ モ リ ー T細胞に も認め ら れ
た . 一 方 , 我 々 は bcl-2蛋白発現 の 解析方法 を工 夫 し, フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り各丁細胞分画 に わ けて bcト2 蛋白発現を
検討 した . そ の 結果, 興味深 い こ と に IM の 活性化丁細胞(C D 45R O十)で は そ の ア ポト ー シ ス 傾向を 支持する よ う に bcト2蛋白
発現は認め ら れ なか っ た . こ れ に 対 して , 正常 人丁細胞 で ほ C D4 5R O陰性(C D 45R O▼)お よび CD45 R O+ の 両 丁細胞とも に
い bcl-2 蛋白発現がみ られた . さ ら に , ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ法に よ る解析 で も同様の 結果が確認 され た . 本結果か ら リ
ン パ 球の 生命維持に は Fa s抗原 で はな く , bcl-2 蛋白発現が強く関与す る こ とが 示唆 された . 以 上, IM で み られ る活性化丁細
胞 の 著明 な ア ポ ト ー シ ス は , E BV 感染に 対す る過剰な T細胞 の 免疫反応 を終蔦す ると い う意味に お い て 重要な 役割 を果たす
と考 え られ た .
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ヒ ト ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス に 属 す る Epstein-Barrウ ィ ル ス
(Epstein-Barrvir u s, E B V)ほ , B リン パ 球と鼻咽頭 上皮細胞を
標的細胞 と し て , ヒ ト に 広 く感染 , 一 旦感染す ると 持続的に 潜
伏感染する . E B Vの 初感染ほ , 主 と して 乳幼児期に み られ , 多
くの 場合初感染時 に ほ 無症状 に 経過す るが , 時 に 発熱 , リ ン パ
節腫脹 , 肝脾腫 , 扁桃炎, 末梢血 の 異型 リ ン パ 球 の 出現等の 臨
床症状を特徴 とす る伝染性単核症 (infe ctio u s m o n o n u cle osis,
I M) を来た す1), 加 え て E B V ほバ ー キ ッ ト リ ン パ 腫や 鼻咽頭癌
の 発癌と の 関与が示 唆 され て い る . 一 方
2)
, 慢性活動性 E B V感
染症や virus-a SS OCiated hem ophago cytic syndro m e(V A HS)と
い っ た 多 彩な 血 液学的異常 を 呈 し , 臓 器移植患者や hu m a n
im m u n odeficie n cy vir u s(HIV) 感染者等の い わ ゆ る免疫不全宿
主に あ っ て は 一 本 ウ ィ ル ス に 起 因す る と考え られ る B リ ン パ 球
系の 悪性腫瘍の 合併が観察され る3 ト5). E B Vは リ ン パ 球 の う ち
B細胞 に 感染するが , I M症例末梢 血 に 増加する異型 リ ン パ 球
ほ T細胞 で あり , こ と に サ プ レ ッ サ ー/キ ラ ー T細胞 と し て の
C D8 陽性(CD 8
t
) T細胞と され る
8)7)
. さ らに .I M で増加の み ら
れ る C D8
-
T 細 胞 は 細胞表面 に 活性化 マ ー カ ー と し て の
H L A-D R抗原を発現, E B V感染 B細胞に 対 して 細胞障害性に
機能する活性化 丁稚胞 と考え られ て い る8). 白 血 球共通抗原
(C D45) の ア イ ソ フ ォ ー ム で ある C D45 R O抗原は , 最近 , ヒ ト
に お ける メ モ リ ー (m e m ory) T細胞 の 有用 な マ ー カ ー と して 頻
要 され て い るが9)10), 生体内に お け る T細胞の 活性化 の 指標 と し
て有用の よ う で ある1-). 我 々 ほ , 最近の 研究で , 急性期IM 症例
では , C D8
+ T細胞の み な らず ヘ ル パ ー T細胞 と して の C D 4陽
性(C D4
+
)T細胞が C D 45R O抗原を強く発現 , 本症 で両 丁細胸
A bbre viatio n s :bp, basepair; DP, do uble positiv e; E BV, Epstein-Barr vir us; E D T A, ethylen ediamin etetraa-
Cetic acid; F C S, fetal calfser u m; FIT C, fluo re s c ein isothiocynate; HIV, hu m an im m u n odeficiency virus;Ig,
im m u n oglobulin;IM, infe ctious m o n onucleo si ; M H C, m ajorhistoc o mpatibility c o mple x; m A b, m O n O Clo n al
a ntibody; N G F, ne rV e grO Wth factor ; N K, natur al ki11e r; N S, nO Significant; P B M N C, peripheral blood
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の 活性化状態が み られ る こ と を 明らか に した13). I M は通常 , 定
型例 で も1 , 2 カ 月の 経過 で自然治癒の 期待 で き る予後良好な
リ ン パ 球増殖性 疾患 で あ り , 本 症 の 自 然経 過 と と も に
C D 45R O陽性(C D45R O十) T細胞頻度 の 減少 が観察 され る . し
か し, I M患者末梢血 に 増加する活性化 丁細胞 が , 回 復 期 に 生
体内よ りい か な る磯序 で 排除 され るの か 明らか で な い .
細胞 死 は , 病 理 学 的 に 壊死 (n ecr osis) と ア ポ ト ー シ ス
(apoptosis)の 二 種類 に 大別 され る. 壊死が物理的 , 化学的要
や虚血 , 補体の 作用に よ っ て障害 され た受動的細胞死である の
に 対 して , ア ポ ト ー シ ス 細胞死 は胚発生過程や 正常 の 細胞 回転
の 盛ん な細胞 に み られ る 生理 的細胞死 で ある1 3)11). 最近 多く の
研究よ り , ア ポ ト ー シ ス 死現象が 免疫担当細胞の 分化 ･ 成熟過
程 の み な らず , 末梢 リ ン パ 組織に お ける免疫応答の 制御 に極め
て 重要な役割 を果 たす こ と が 明 らか に され て い る15)1 6) . ア ポ
ト ー シ ス 細胞死 誘導 に 関わ る詳細な メ カ ニ ズ ム は 未だ 明 らか で
は な い が , リ ン パ 球の ア ポ ト ー シ ス 死を 媒介す る細胞膜分子
Fa s抗原の 遺伝子 ク ロ ー ニ ン グ Ⅲ , さ らに は ア ポ ト ー シ ス 細胞
死 に 抑制的 に 機能す る遺伝子群(a nti-aPOPtO Sis ge n es)(bcl-2,
C ed-9, Elb等) の 解明 が進 ん で い る18卜 20). 本研 究 で は , 急 性期
I M に 増加す る活性化(C D 45 R O十)T細胞で著明なア ポ ト ー シ ス
細胞死 が誘導 され る こ と を示 すと と もに , 本症活性化 丁細胞 の
ア ポ ト ー シ ス 誘導 の 免疫学的背景を 明 らか に す る 目 的 で , I M
活性化 丁細胞 お よ び正 常 メ モ リ ー (CD45R O十)T細胞 に おけ る ,
ア ポ ト ー シ ス 関連細胞膜分子の Fa s抗原な ら び に 抗 ア ポ ト ー
シ ス 遺伝子産物 と して の bcl-2 蛋白発現 に つ き比較検討 した ,
対象および方法
Ⅰ . 対 象
発熱 l 脾腫 , 頸 部リ ソ パ 節腫脹, 末梢血 の 異型 リ ン パ 球 出現
と い っ た 特有 の 臨床所見や E B V初感染を 示唆す る血 清学的検
査所見り か ら IM と診断 され た 小児23人(2 - 1 5歳) と , コ ン ト
ロ ー ル と して I M患者 と同年齢の 健康小児と健康成人 の よ り ヘ
パ リ ン 加静脈 血 を採取 した . 胸腺は先天 性心疾患 の 手術 の 際 に
摘出され た検体を用 い た .
Ⅱ . 単核細胞 の分離
ヘ パ リ ン 加 静脈血 か ら Fic olトHypaqu e を用 い た 比重遠心 法
に よ り 末梢 血 単核細胞 (pe ripher al blood m o n o n u cle ar c ell,
P B M N C) を 分離 した . 胸腺ほ 細切 した後 ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ に
て細胞成分を濾過 し, 更に Fic oIトHypaqu e比重遠心 法 で 死細胞
を除去した もの を用 い た . 分離され た単核細胞 は10% 非働化ヒ
ト血清 , 25m M Hepes, 5×10q5M 2r メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ,
0.3m g/ml L グル タ ミ ソ , 200U/ml ペ ニ シ リ ン な らび に 1 0pg/
ml ゲソ タ マ イ シ ン を 含 む R PM I1640培 養 液 (Gibc o
Labor atorie s. Gr a nd Isla nd, N Y, U.S.A .) に 浮遊 した .
Ⅲ . 単ク ロ ー ン抗体 (m o n o clo n ala ntibody, m A b) および坑
血清
フ ル オ レ ス セ イ ン ･ イ ソ チ オ シ ア ン 酸(flu o re sc einis othio cy-
n ate, FI T C) 標識 O K N K(抗C D1 6) m A b(im m u n oglobulin
〔Ig〕 M), フ ィ コ エ リ ス リ ン (phyc o erythrin, P E) お よ び
FIT C標識の O K T 3(抗C D 3)rnA b(IgG 2a)は オ ー ソ ･ ダイ ア
グ ノ ス テ ィ ッ ク ･ シ ス テ ム 株式会社 (東京) よ り , FI T C標識抗
Le u16(抗C D 20) m A b(IgGl), ペ リ ジ ニ ソ ク ロ ロ フ ィ ル 蛋白
(peridin n chlor ophy11protein, Per-C P) 標識と FI T C標識の 抗
Leu3a (抗 C D 4) mA b(IgGl) お よび 抗 Le u2a(抗C D 8) m A b
(IgG l)は Becto n Dickinso nIm m u n o cyto m etry Syste m s(San
Jo s e, C A, U.S.A .) よ りそ れ ぞれ 購入 した .Fa s抗原に 対 す る抗
Fa s mA b(IgM)は米原伸博士(日本 タ バ コ 産業株式会社医薬基
礎研究所 , 横浜) よ り供与 され た . ヒ ト bcト2 蛋白に 対す る抗
bclq2 m A b(IgG l) と P E お よ び FI T C標識 の U CH L l(抗
C D 45 R O)m A b(IgG2)は ダ コ ･ ジ ャ バ ソ 株式会社(京都)よ り購
入 した . 二 次抗体と して使用 した FIT C標識の ウサ ギ抗 マ ウ ス
IgGl 抗 体 は Zym ed Labor atories (San Francis c o, C A,
U･S･A･) よ り , P E標 識 の ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス IgM 抗 休 ほ
So uther nBiote chn olog yAs so ciate s, In c. (Bir mingha m, AL,
U.S.A.)よ り入 手 した .
Ⅳ . 単核細胞の培養
急性期IM お よび同 年齢 の 健康小児よ り得 られた P B M N C を
1×10
5/mlの 濃度 で10% 非働化ヒ ト血 清を含む R P M I1 640培養
液 に 浮遊 し, 96穴 平底 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (No .25860;
Cor ning Gla ssW orks, Cor ning, N Y,U.S.A.) に 2 00J1 ず つ 分
注, 炭酸 ガ ス 培養器 (37 ℃t 5 % C O 2) に て 培養 した . 培 養ほ
72時間目 ま で 行 い , 経 時 的に 0.1 6% ト リ バ ン プ ル ー (try pa n
blu e)(和光純薬工業株式会社 , 大 阪) を 含 む 燐 酸緩衝 液
(phosphate buffer ed s alin e, P B S) (P H7.4) で 死細胞 を確認 し ,
そ の 割合か ら生細胞率を算出 した . また 同 時に 作成 した 培養細
胞 の サ イ ト ス ピ ン 標本を メ イ ･ ギ ム ザ 法に て 染色, 核 ク ロ マ チ
ン の 濃縮や 核お よ び細胞質の 断片化 と い っ た 形態変化 よ り ア ポ
ト ー シ ス を 確認用 , 任意の 視野で500個 の 培養細胞中に 占め る ア
ポ ト ー シ ス の 割合を 計算 した .
Ⅴ . 培養細胞の細胞表面抗原 の解析
I M お よ び健康小児の , 培養前と培養後72時間後 の P B M N C
に つ い て , FI T C標識抗 C D 3, 抗 C D20, 抗 C D16m A bに て 単
染色 を , P E標識抗 C D 45 R Om A bと FI T C標識抗 C D 4 ま た
は抗 C D 8m A b を風合せ て 二 重標識免疫蛍光染色 を施行 し , 培
養 前後 に お ける 各 リ ン パ 球 分画 の 割合を比較 した , なお 培養後
の P B M N Cに つ い て は パ ー コ ー ル (Per c oll) (Sigm a C he mical
Co･
,
St, Lo uis, M O, U S A) を用 い た 比重遠心法 で死 細胞を除去
し用 い た . 染色は 4 ℃, 20分間 で , 洗浄ほ 3% 非働化 ウ シ 胎 児
血 清 (fetal c alfse ru m , F C S)(Flo w Labor atorie s, Mclea n,
V A, U ･S･A ･) お よび0.1% ア ジ化 ナ ト リ ウ ム を 含む P B S(洗浄緩
衝液) で 行 っ た . 解析に ほ Cyto ro nA bsolute フ ロ ー サ イ ト メ ー
タ ー (オ ー ソ ･ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ･ シ ス テ ム 株 式会社) を
用 い , 培養の 前後 に おけ る各 リ ン パ 球分画の 割合 の 差の 検定 に
ほ , Student
'
s t 検定を 用 い た .
Ⅵ . T細胞亜 分画 の単離
必要な細胞分画は E PI C S-C フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー (Co ulter
Electr o nic sIn c･ , Hiale ath, F L,U .S.A.)を用 い た 細胞 ソ ー テ ィ ン
グ法 に よ り得 た . P B M N Cを FI TC 標識抗 C D 3m A b と P E
標識抗 C D45 R Om A b で二 重 標識免疫蛍光染色 し , 末 分画
C D 3陽性(C D 3
+
)T細胞 , C D 45 R O+ T細胞お よ び C D 45R O陰
m ono n uclea rcell; phosphate buffered salin e; P E, phyco erythrin; Per-C P, peridin n chlorophyllprotein ;S DS,
S Odiu m dodecyl sulfate; T CR, T- C ellreceptor; T N F, tu m Or n e Cr OSis fa ctor; V A H S】 Vir usq a s s o ciated
he m ophago cytic syndrom e
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性(C D 45 R O~) T細胞の 3分画の 細胞を得 た ･ 加 えて P E標識
抗 C D 45 R Om A bと FI T C標識抗 C D 4m A b また はFI T C標
識抗 C D 8m A bを用 い , C D 4
+
T細胞お よ び C D 8
'
T細胞を さ
らに C D45 R O
+ な らび に C D45R O～ T細胞分画に 分離 した ･
Ⅶ . D N A の電気泳動
細胞 ソ ー テ ィ ン グ 掛 こ よ り得た 各分画の T細胞を1 8時間培養
軋 S mith らの 方法に 従 っ て D N A を抽出 した
21)
･ すな わ ち , 遠
心に よ り上 清を 除去 した細胞成分に 40〃l の プ ロ テ ィ ナ
ー ゼ E
(pr otein as eK) (和光純薬工業株式会社) を含む緩衝液(10m M
ethyle n edia min etetra a c etic a cid 〔E D T A〕 , 50m M Tris-H Cl
〔P H 8.0〕 , 0.5% sodiu m la uryl s arko syn ate , 0 ･5m g/ml
pr otein as eK)を加え50℃ , 60分 間反応 , さ らに 0･5m g/ml濃度
の R N A分解酵素(R Na s e) (Sigm aC he micaI Co･)1 0FLl 加え ,
50 ℃, 60分間反応 させ た . こ の D N Aサ ン プル を , 70 ℃1 5分
間加温 , ブ ロ モ フ ェ ノ
ー ル ブ ル ー (br o m ophe n ol blu e) を 含
む緩衝液(1 0m M E DT A 〔P H8.0〕 , 1 % 低融点ア ガ ロ
ー ス ゲ
ル 〔lo w melting agar os egel〕 〔和光純薬工業株式会社〕 ,
0.25% bro m ophe n o=)1ue , 40% 薦糖 〔s u cr os e〕) を 10pl 加
え , 0.1p g/ml の エ チ ヂ ュ ウ ム ブ ロ マ イ ド (ethidiu m br o mide)
を含む 2 %ア ガ ロ ー ス ゲル (agar o se gel)(宝酒造株式会社, 京
都) と電気泳動緩衝液(40m M Tris-a C etate 〔P H 7･8〕 1m M
E D T A)を 用 い て電気泳動(20V, 3時間) を行い , 紫外光線に
よ り D NA バ ン ドを 観察 した .
Ⅷ . 免疫蛍光染色法に よ る Fa s 抗原発現の解析
丁細胞亜分酎 こおけ る Fas抗原の 発現を み る ため , 三 重標識
免疫染色法を 用 い た . IM お よび同年齢の 健康小児よ り得 られ
た P B M N Cに 抗 Fa s mA bを加 え 4 ℃ , 20分間反応 させ 2 回洗
浄, P E標識 ヒ ツ ジ抗 マ ウ ス IgM 抗 体を 4 ℃, 20分間反応させ
た . 更 に FIT C標識抗 C D 45 R Om A b と Per-C P標識抗 C D 4
m A bまた は PerC P標識抗 C D8 m A b を組 み合わ せ て 添加 し





る C D 45R O と Fa s抗原の 相関関係 をみ た .
Ⅸ . フ ロ ー サ イ トメ トリ ー 法に よ る bcl-2 輩自発現 の解析
1 . 単核細胞 の 処理
bcl-2蛋白は細胞質内に 局在す るた め22), 免疫蛍光染色 を行 う
前に 以 下の 方法 で P B M N C を処理 した . 最初に 4 % パ ラ フ ォ
ル ム ア ル デ ヒ ド(par afor m aldehyde) 加P B Sを 室温で20分間反
応, 細胞 を 固定 , さ ら に0.1% トリ ト ン Ⅹ-100(和光純薬工業株
式会社), 0.1% ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (bovin e s er u m albu min)
(Sigm aC he mic al Co.) を含 むP B S を室温で 5分間反応 させ , 細
胞膜 の 透過性を高め た .
2 . 免疫蛍光染色 に よ る bcト2 蛋白解析法
丁細胞 お よび そ の 亜 分画に お ける bcl-2 蛋白の 発現を み る た
め 単, 二 重 , 三 重標識免疫蛍光染色法を用い た . 処理 を 終え た
P B MN C に毎g/ml濃度の 抗 bcト2 m A bを加え 4 ℃, 20分間
反応 , さ らに 二 次抗体 と し て FI T C標識 の ウ サ ギ 抗 マ ウ ス
IgGl抗体と 4 ℃, 20分間反応 させ た . 二 次抗体の 抗体非結合部
位を ブ ロ ッ クす る 目的で , 10% 濃度の 正 常 マ ウ ス 血清で 4 ℃,
10分間反応後, 二 重標識免疫蛍光染色と し て P E標識抗 C D3
m A b を, 三重標識免疫蛍光染色 と して FI T C標識抗 C D45 R O
m A bと Per-C P標識抗 C D 4m A bある い は抗 C D 8m A b を
合せ それぞれ加え た .
X . ウ エ ス タ ン ブ ロ lソテ ィ ン グ法 に よ る bcト2 蛋白の検出
IM, 健康小児の P B M N C と胸腺細胞 よ り∴細胞 ソ ー テ ィ ソ
グ法で得 られ た各細胞分画 の 単核細胞 に つ い て , 1 0
6 個あた り
1 0FLl の 割合で細胞溶解液(10m M Tris-H Cl,150m M NaCl,1m M
E D T A, 2Mphenylm ethyls ulfo nyl flu oride)を 加え 4 ℃, 20分間
静置 し, 10000g で10分間遠心す る こ と に よ り 上 清液 を待 た .
こ の 上清液 を試料処 理溶液(125m M Tris-H Cl, 20% グ リ セ リ
ン , 4% ソ デ ィ ウ ム ドデ シ ル 硫酸 〔sodiu m dodecyl s ulfate,
S D S〕 , 0 . 0 05% ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 〔br o m ophe n ol
blu e〕)で 希釈 , 2分間沸騰処理 し試料 と した . 電 気泳動 ほ
S D S一ポ リア ク リル ア ミ ドグ ラ ジ ェ ソ トゲ ル (10- 2 0%)(第一 化
学薬品株式会社 , 東京)を 用 い て 行い , 分離 された 蛋白質 ほ電
気泳動転写装置(ホ ラ イ ズ プ ロ ッ ト)(ア ト 一 株式会社 , 東京)を
使用 し , ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー (東洋濾紙株
式会社 , 東京) に 転写 した . こ の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ソ プ レ ソ
フ ィ ル タ
ー を ブ ロ ッ キ ン グ用 緩衝液 (5% ス キ ム ミ ル ク 加
P B S) に 1 時間浸透 し , 0 . 1% Tw e e n20(Sigm a C he mic al
Co.)を 含む PB Sで 4FLg/mlの 濃度に 希釈 した 抗 bcl-2 m A b を
1時間反応さ せ た . 更に1500倍希釈 した ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識
の ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス Ig 抗 体 (Am ersha m Inter n ation al plc. ,
Am ersha m, U .K.)を 1時間反応 させ た後 , E C L ウェ ス タ ン ブ
ロ
ッ テ ィ ン グ検出シ ス テ ム (A m e rsha_m Intern atio n alplc.)に て
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Fig.1. Indu ction by inc ubatio n of viability Io ss(A) a nd
apoptosis(B)in P B M N C S fr o m a c uteIMpatie nts(●)a nd
age
- m atChed n or m al c o ntr oIs (○). T his illu strate s the
kin etic s of c e11viabiity a nd ap pe a ra n c e of apoptotic c ellsin
the c ultur e s with the c ultu r e m ediu m alo n efor v ario u s
tim e s. T he per c entages of viable c ells w er edete r mined
by try pa n blu e dye ex clu sio n, a nd the perce ntage of
apopto sis w as ev alu ated on May
-Gr u n e w ald- Gie m sa- Stained
CytO C e ntrifuge pr eparations. The re s ults are e xpr es sed a s
the m e a n s±S D fro m e xpe rim e nts for15 I Mpatie nts a nd
lO n o r m alsin duplicate s.
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Tablel. Lym pho cyte Subpopulation s a nd C D45 R O-Positiv eCellsin C D 4
+
a nd C D 8+ T Ce11s
befo re a nd afterIn c ubatio nり
IM Patie nts(n = 6)
Befor e A fte r






































< 0.001 71.6 ±5.6
< 0.01 47.8 ±8.2
< 0.001 21.8 ±5.6
<0.005 1 3.6 ±5.5







C D45 R O+
in C D4+
C D4 5 R O+
in C D 8
+
62.5 ±8.9 21.2 士3.0
84.1±6.5 7.4±0.6
< 0.001 21. ±12.2 22.3 ±5.8
<0.001 16.2±5.5 17.2 士9.8 N S
1)P B M N C fr o mI Mpatie nts a nd a,ge
- m atChed n o r m al co ntr oIs w er ein c ubated at37 ℃ in the
c ult,ur e m ediu m alo n e. V iable c eIIs w e re c olle cted o nPer c ollc u shio n afterin c ubatio nfo r3
days. Surfa c e m arker s of fr e shly isolated a nd c ultu red viable c ells wさr e e v alu ated by the
im m u n oflu o re s ce n c e m ethod u sl ng a Cytor o nA bs olute flo w cyto m eter.
2)M e a n土S Dof e xperim e nts. Probability 伊) v alu esforthe diffe re n c ebetw e e nbefo re a nd
after in cubation a re sho wn wher e signific ant(p<0.05).
3)N S, n Ot Signific a nt.
成 績
Ⅰ ∴ 培養に よる I M末梢血単核細胞 の アポ ト ー シ ス 死の 誘導
急性期I M お よび健康小児よ り採取 した P B M N Cを 非刺激下
で培養, 生細胞率 と形態学的 に ア ポ ト ー シ ス を 呈 す る細胞の 割
合を経時的に 観察 した . 図 1 Aに 生細胞率 を , 図 1 Bに ア ポ
ト ー シ ス 細胞の 割合 を示 した . 健康 小児の P B M N C は培養7 2
時間日に お い て 生細胞率 が90% 前後を保ち , ア ポ ト ー シ ス を 示
す細胞は極め て 少 な か っ た . こ れ に 対 しIM の P B M NC ほ 培養
後約24時間で生細胞率 が約20%ま で 急激に 低下 し , さ らに 6時
間目を ピ ー ク と して 約40%の 細胞 に 核 ク ロ マ チ ン の 濃縮や 核 お
よ び細胞質の 断片化と い っ た ア ポ ト ー シ ス を示 す形態変化が観
察さ れ (下記, 図 3参照), 多く の 細胞が ア ポ ト ー シ ス を 介 して
細胞死 が誘導 され て い るもの と考 え られ た .
Ⅱ . 培養前後におけ る I M リ ンパ球の 表面抗原の変化
IM に おい て どの よ うな種類 の リ ン パ 球 が ア ポ ト ー シ ス に よ
り細胞死 を起 して い る の か を 評価す る 目的 で 仁 培養前 と培養後
72時間後で の リ ン パ 球表面抗原発現を急性期I M と健康小児で
比較 した (表1). 健康小児 で は い ずれ の リ ン パ 球分画に お い て
も培養の 前後 で そ の 割合 に 有意な変化 は認 め られ な か っ た .
I Mの 培養前で は , IM に 特徴的所見と さ れ る C D 8
+
T細 胞の 増
加 と C D 4
十
丁細胞 の 減少すな わ ち C D 4/C D 8比の 逆転が全例で
認 め られ , 同年齢 の 健康小児七比較 し C D 4
十
およ び C D8
+ 分画
に 占め る C D 45 R O+ T細胞 の 割合が多か っ た . きら に , 培養後
で は , C D 8
+
T 細 胞 が 減少 し逆 に C D4+ T 細 胞 , B 細 胞
(C D 20陽性), ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー (n atur al killer, N K) (C D16陽
性) の 相対的増加 が み られ た が , 興 味 深 い こ と に は C D 4十 ,
C D8
+
の 両丁細胞 に お い て C D 45 R O
+
細胞, すな わ ち活性化 丁
細胞 の 著明 な減少 が認 め ら れ た . 以 上 の 結果 か ら , IM の
P B M N C で は主 に C D 45R O+ 活性化 丁細胞で ア ポ ト ～ シ ス が 誘
導 され て い るもの と考えられた .
Ⅲ . D N A電気泳動 による アポト ー シ スの 検討
ア ポ ト ー シ ス の 生化学的特徴 と して D N A に180- 200塩基対
1 2 3 4 5 6
Fig.2. D N A fragm e ntatio n in C D 45R O- a nd CD 45 R O+
T-Cellpopulatio n s. C D 3十 T c ells fr o m a n or m al c o ntrol
(la n e sl thr o ugh 3) a nd a n a c ute I M pa.tie nt (1an e4
thr o ugh 6) w e re s epar ated into tw o populatio n s of
C D4 5R O～a nd C D 45 R O+ c ells by cells orting, in c ubated for
18 hr in c ultu r e m ediu m alo n e, a nd a n alyss ed fo r D NA
fr agm e ntatio n. La n el a nd 4, u nfra ctio n ated Tc ells;lan e
2 a nd 5, C D4 5R O
~
T c e11s; 1a n e3 a nd 6, C D45R O
十 T
c elis.
活性化 丁細胞 の Fa s, bcl-2 発現と ア ポ ト ー シ ス
(bas epair, bp) の 整数倍で オ リ ゴ ヌ ク レ オ ソ
ー ム (01igo nucle-
｡ SO m e) 単位の 断片化が起 こ る こ と が 知 られ て い るが
14)
, I M 患
者丁細胞に み られ る ア ポ ト
ー シ ス を , D N Aの 電気泳動に よ り
さ らに 検討 した . こ の た め に , 急性期 I M とコ ン ト ロ ー ル と し
て 健康小児よ り末分画丁細胞 , C D45 R O
十
丁細胞 , C D 45R O~T
G
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細胞を単離, 1 8時間培養後 , そ れ ぞれ の 細胞の D N Aに つ い て
電気泳動を行 っ た結果を 図 2に 示 した . 健康小児 で は い ずれ の
細 胞分画 に も D N Aの 断片化 は 軽微 で あ っ た が , I M の
C D 45R O+ T細胞で鮮明な D N A断片化を示 す ラ ダ ー (1adder)
パ タ ー ン が み られ た . こ の よ うな D N A電気泳動の 解析か らも
Fig･3･ M orpholog yof P BM N Csfr o m a c ute IMpatie nts befor e(A-D)a nd after(E
- H)in c ubatio n･ May- Gr u e n w ald- Gier n s a stain ed
pr epar ations photographed at a micr o sc ope m agnific atio n of
xl OOO･ CD45R O-(A･ C, E, G) a nd C D45 R O十 (B･ DI F･ H)
populatio n of C D 4
+ (A, B, E, F) a nd C D 8
+ (C, D, G, H) T c ell fr o m a na c ute IM patie nt w er eisolated by the s orting u sing a
flo w cyto m ete r, a nd in c ubated at37 ℃for6 hr in c ultur e m ediu m alo n e･
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C D45 R O
+
の 活性化 丁細胞で選択的 に ア ポ ト ー シ ス が誘導 され
て い る こ とが 示 され た .
Ⅳ . I M 活性化 丁細腱 にお け るア ポ ト ー シ ス 誘導の 形態的観
察
I M 活性化 丁細胞 に お ける ア ポト ー シ ス 誘導を 形態学的 に 確
か め る 意味 で , ソ ー テ ィ ン グ法 に よ り IM 患 者 の C D4十 ,
C D8+ T細胞各種胸 を単離, さ らに C D 45R O抗原発現の 有無で
亜 分画(C D 45 R O十 お よび C D 45 R O~) に 分か ち , 塗沫標本を作
成 , メ イ ･ ギ ム ザ 法 に て 染色 , そ れ ぞれ の 細胞の 形態の 特徴を





C D 45 R O十 細胞は t い ずれ も , 培養 前に は異型 リ ン パ 球 の 形 態
を 呈 し( 図3 B, D), 培養 に よ りア ポ ト ー シ ス の 変化を 来す こ
とが 示 された (固3 F, H).I M患者 C D45 R O- T細胞 で は 培養
に よ りア ポ ト ー シ ス を 来す細胞は極め て 少なか っ た .
Ⅴ . I M 活性化 丁細胞におけ る Fa s 抗原発現
最近 , ヒ ト Fas抗原遺伝子 が単離 され , こ の 抗原が リ ン パ 球
の ア ポ ト ー シ ス 細 胞死を メ デ ィ ェ ー トする細胞膜分子 で ある こ
と が 明ら か に さ れ たl 乃. 次 に , IM 括 性化 丁細胞 に お け る
C D 45 R O抗原と Fas発現と の 相互関係を , 抗 Fa s mA bを 用 い
た 三 重標識免疫蛍光法に て 検討 した (図4). 囲に 示 され る ご と
く , I M患者 T (C D 4
+
お よ び C D 8+) 細胞で ほ C D 45 R O陽性の
活性化 丁細胞が Fas抗原を 発現す る こ とが 明 らか と な っ た . 他
方 , IM患者 CD 45 R O陰性 丁細胞 に ほ Fa s発現 はみ られ なか っ
た . 重要な こ と ほ I C D 45R O抗原に関 して ,I M活性化 丁細胞 と
形質を同 じくす る正 常 メ モ リ ー T細胞 に あ っ て も 強 い Fa s抗





























Fig. 4. T hr e e
- C Olor ･im m unoflu o resc enc e an alysis of Fas
a ntige n a nd C D 45 R Oe xpress ed o n C D4
+
T cells a nd
C D 8十 T c ells. P B M Cs fro m arl a C uteI M patie nt a nd a n
age- m atChed c o ntr oI w e re stain ed with a nti-Fas r nA b
(IgM) in the in dir e ct m ethod u sing P E-1abeled go at
a nti- m O u S elgM a ntibody, fu rthertr e ated with FIT C-1abe-
1ed a nti-C D45 R Om A b a nd Per- C PTlabeled a ntトC D 40 r
a nti-C D 8mA b, a nd a n alyed o n aCytoro nA bsolute flo w
CytOm eter. Tw o- COlorpr ofilesforC D 45 R O(FIT C)a nd Fa s
(P E)e xpress ed on e a ch Tc ells ubpopulatio n w er e obtain ed
by gating o n r ed flu or e sc enc e a nd 王o rwa rd light a ngle
S C atter tO ide ntify c orr espnding T c ells. Da shed line s
indic ate the n egativ e c o ntr oIs.
Ⅵ . I M 活性化 丁細胞に お ける bcト2 蛋白発現 の解析
1 . フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る bcl-2 発現の 解析
bcト2 蛋白 は 当初 ヒ ト B細胞 リ ン パ 腫 発症 に 関 わ る オ ン コ
























Bcト2(F]T C) Bcト2(FIT C)
Fig.5. Single-C Olor(A)a nd tw o-C Olor(B)im m u n oflu or es c e-
n c e anlysis of bcト2 e xpr e ssio n. P B M N Csfr o m an ac uteIM
patie nt a nd a n age
L-m atChed c o ntr oI w er efix ed in 4 %
par afor m aldehyde, a nd per m e abilized with O.1 % Trito n
X-100. T he s e c ells w er etr e ated with antトbcl-2 m A b
(IgGl), follo w ed by a n in c ubatio n with FIT C-1abeled
a nti- m O u SeIgGla ntibody, futhertr e ated with P E-labeled
a nti-C D3m A b, Stain ed c e11s w er e a n alys ed o n aCytoro n
A bs olute flo w cyto m eter. T he da shed lin esindic ate the
n egativ e c o ntr oIs c o ntaining lrr el v a nt a ntibodies.







































Fig.6. T hr e e-C Olo r im m u n oflu or e sc e n c e a n alysis of bcl-2
a nd C D 45 R Oe xpr e ss ed o n C D4
+ T c e11s a nd C D 8+ T
C e11s. P B M N Cs fro m a n a c ute IM patie nt a nd a n
age- m atChed c ontr oI w er e stain ed with a ntirbcト2 m A bas
de s cribed in the lege nd of Fig 5, fu rther terated with
P E-labeled anti-C D45 R Om A ba nd Per-C PTlabeled antトC D4
0r a nti-C D8m A b, a nd a nalyz ed o n aCytor o nA bs oluteflo w
cyto m eter. Tw o
- COlo rpr ofile sfor CD45RO(P E) a nd bcト2
(FIT C) expr es sed o n e a ch T c ellsubpopulatio n w ere
obtain ed by gating o n red flu o re s c e n c e a nd fo r w ard light
a ngle
'
s c atte rto ide ntify c orr espnding T c ells. T he dashed
lin esindic ate the n egativ e c o ntr oIs c o ntaining irT el v a nt
a ntibodie s.
活性化丁細胞の Fa s, bcト2 発現と ア ポ ト ー シ ス




活性化 丁細胞 の ア ポ ト
ー シ ス と の 関 連を 検討す る 目 的 で 抗
bcト2 m A bを用 い 各 丁細胞分画 に お け る bcト2 蛋白発現 を フ
ロ
ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 解 析 した . I M と健康小 児 の
P BM N Cで bcl-2蛋白発現を比較す る と図 5 Aに 示 した ように
健康小児の95%以 上 の リ ン パ 球 で bcト2 蛋白の 発現が認め られ
た . これ に 対 して IM で は bcト2 蛋白 を発現する リ ン パ 球は少
数で , 多くの リ ン パ 球 に おい て は そ の 発現が 認め られ ず 2相性
の 発現パ タ
ー ン を 示 す ヒ ス ト グ ラ ム が得 られ た . 二 重標識免疫
蛍光法で 解析す る と , I M で は C D 3
+
T細胞の 大部分が細胞内
に bcl-2蛋白を保有 しな い こ とが 明 らか と な っ た (図5 日). 他
方, 健康小児で は T細胞, 非 丁細胞 い ずれ も有意な bcト2 蛋白
発現がみ られた . さ らに , 三 重標 識免疫蛍光法に よ り ,I Mの 活
性化(C D 45 R O
+
) T細胞 に おけ る bcl-2発現の 欠如が , CD8+ T
細胞の み な らず C D4
+
T 細胞 で み られ る こ と が 示 され た (図
6).
Ⅶ . ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン ゲ 法に よ る bcl-2 蛋白発現の 解
析
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る解析結果を生化学的に さ らに 確
認す る意味 で , IM活性化丁細胞 に お け る bcト2蛋白発現を ウ ェ
ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ法に よ り検討 した . 各細胞分画ほ , 上 記
の ように 細胞 ソ ー テ ィ ン グ法 に よ り単離 した . 免疫組織学的研
究に よ り , 胸腺 で は , 解剖学的に 皮質 に 局在する C D 3陰性の 未
熟 な胸腺細胞 が bcl-2 発現 が欠如す る の に 対 し て , 髄 質 の
C D3陽性の 成熟 した胸腺細胞で bcl-2発現が み られ る こ と が知
られ て い る
23)24)
. そ こ で , コ ン ト ロ ー ル と して , 胸腺 細胞 の
C D 3 を比較的強く発現す る分画 と C D3陰性分画に 分け , 抗
bcl-2 m A bを 用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ解析に 供 した .
園7に 示す ご とく , 胸腺 C D3
十
細胞 で は 26k Da の bcト2蛋白の
明らか な 発現が み られ た が , 胸腺 C D3~細胞 に ほわ ずか な バ ン
ドがみ られ る に す ぎなか っ た . フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 結 果を
支持す るよ うに , 健康小児 丁細胞 で は , C D 45R O
十
,C D45 R O｣い







32 k Da - ゆ ･･
1 8 k Da _ 中 ･



































































Fig. 7. W e ste r n blot a n alysis of bcト2 in v ario us c ell
POpulatio n. T hym o cyte s ubpopulatio n sba sed o n C D3
expr essio n a nd C D 45 R O
+
a nd C D 45R O仙 populatio n of
CD 3
十
T c ellsfr o m a n a c uteI M patie nt or an age-m atChed
C O ntr OI w er eis olated by an ele ctr o nic s ortlng u Slng by
Epics-C flo wrcyto m eter. T he c e11s w erepe11eted, a nd
lys ate s we re s epar ated o n S D S-pOIya cryls mide gel, a nd
ele ctr oblotted o nto nitro c ellulos e filters. Blots w ere
Sequ e ntially s o aked with a nti-bcト2 m A b a nd pe roxidas e
C Onjugated a nti-m O u Se antibody, folIo w ed by the E C L
de veloplng■syste m .
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た が , IM 患 者 丁細胞 で は C D 45 R O陽性の 活性化 丁細胞 の
bcト2 発現が極め て 徽弱で ある こ と が示 され た .
考 察
細胞死は壊死 と ア ポ ト ー シ ス の 2種類に 大別 され る . 壊死ほ
物理的お よ び化学的要因や虚血 , 補体 の 作用 に よ っ て 障害 され
た 一 群 の 細胞 に み られ る受動的細鞄死 で ある . こ れ に 対 しア ポ
ト ー シ ス ほ 生体 に と っ て 不必 要に な っ た細胞が排除 され る際に
誘導され る生理 的細胞死 で あり , 核 ク ロ マ チ ン の 凝縮 , 核お よ
び細胞質 の 濃縮 , 断片化 な ど の 形態学的特徴 や , D N Aに
180-200bp の 整数倍で オ リ ゴ ヌ ク レオ ソ ー ム 単位 の 断片化 が お
こ ると い っ た 生化学的特徴か ら壊死 とは 区別 され る1 封14)25】. 免疫
系に おい て は ア ポ ト ー シ ス に 関する多 くの 研究が な され , 生体
の 恒常性維持 に ア ポ ト ー シ ス が 重要 な役割を果たす こ とが知 ら
れ て い る . すなわ ち T細胞が分化 , 成熟する過程に お い て 自己
の 主 要 鼠織 適 合抗 原 (m ajor histoc o mpatibility c o mple x,
M H C)を 認識する能力を獲得 し成熟 丁細胞 へ と分化す るが , 胸
腺 に おい て 自己抗原に 反応性 を示 すT細胞が C D4
+ C D8+ の ダ
ブ ル ポ ジテ ィ ブ (do uble po sitiv e, D P) の 段 階で 排除(ネガ テ ィ
ブセ レ ク シ ョ ン) を受けると 言わ れ て い る16)26l. 胸腺細胞に 放射
線照射あ る い は グ ル コ コ ル チ コ イ ド や T 細胞 レ セ プ タ ー
(T-C ellre c eptor, T C R) に 対す る抗体(抗C D 3抗体 , また ほ抗
T CRβ鎖抗体) を反応させ る と , D Pの 胸腺細胞に 選択的に ア
ポ ト ー シ ス が誘導でき る こ とか ら21 抑 刷＼ 自己 抗原反応性 丁細
胞は T C R を介した刺激に よ り ア ポ ト ー シ ス が誘導 され ク ロ ー
ン 除去を受け るも の と考え られ て い る . また 最近 , 末梢に お い
て も胸腺と同様の ク ロ ー ン 除去が 確認され て い る
32)33)
. W hite ら
は マ ウ ス の 末梢血 丁細胞を ス ー パ ー 抗原 (M H Cク ラ ス Ⅶ 分子
存在下で , M H C非拘束性に 特定の T C R を有す る T細胞だ け
を 活性化する抗原) の 一 種 で あ る Staphyloc o c c al e nter oto xin
B で 刺激する と , 特定の T C Rを 発現する T細胞の 一 部に ア ポ
ト ー シ ス が 誘導され る こ と を報告 して い る34). 我 々 は 本研究 に
お い て 急性期 IM の P B M N C を 生体外 で 培養す ると C D4
十
お
よ び C D 8十 の 活性化丁細胞に ア ポ ト ー シ ス が 誘導 され る こ とを
示 した が , こ の よ うな末梢血 丁細胞の ア ポ ト ー シ ス の 意義に つ
い て は , 抗原刺激 で 過剰に 増加 した りある い は 不必 要に な っ た
で細胞が ア ポ ト ー シ ス を介 して 除去され , 生理 的に 免疫反応が
抑制され る の で は な い か と考え る こと が で きるか も しれな い .
すな わ ち I Mに お い て は E BV 感染B細胞に 対して 過剰に 反応
した T細胞が病気の 経過と ともに ア ポ ト ー シ ス で 除去され る こ
と に よ り T細胞 の 免疫反応が調節され て い ると推測 され る .
一 方リ ン パ 球の ア ポ ト ー シ ス 誘導の メ カ ニ ズ ム を考 える 上 で
興味深い 幾 つ か の 実験結果が報告 され て い る . 胸腺細胞で は抗
T C R抗体以外に , 細胞内の カ ル シ ュ ウ ム 濃度を上 昇さ せ る作
用 を持 つ カ ル シ ュ ウ ム イ オ ノ フ ォ ア ー と い う物質で 処 理 す ると
ア ポ ト ー シ ス が 誘導 さ れ , プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C (protein
kinas eC)の 活性化作用を 持つ フ ォ ル ポ ー ル エ ス テ ル (phorboI
e ster) で は ア ポ ト ー シ ス が抑制 され る こ と か ら , ア ポ ト ー シ ス
の 誘導 に カ ル シ ュ ウ ム イ オ ン や プ ロ テ イ ン キナ ー ゼ Cの 関与が
示 唆され てい る
35)
. また蛋白合成 , m-R N A転写 の 阻害作用を有
す るサ イ ク ロ ヘ キ サ イ ミ ド, ア ク チ ノ マ イ シ ソ D でもア ポ ト
ー
シ ス が 抑制 され るこ と か ら ア ポ ト ー シ ス 誘導の プ ロ セ ス に は 何
らか の 蛋白 が 関与 し て い る の で は な い か と 考え られ て い
る 脚 ) . 更に 最近 ア ポ ト ー シ ス の メ カ ニ ズ ム を 研究す る 上 で ア
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ポ ト ー シ ス 誘導活性を持 つ 細胞表面分子と して Fa s抗原 と , ア
ポ ト ー シ ス 抑制 に 働 く遺伝子 と して bcト2 が注 目 を 集め て い
る .
ヒ ト Fas 抗原は伊藤 ら に よ り ク ロ ー ニ ン グさ れ た319の ア ミ
ノ 酸か らな る細胞表層蛋白 である . そ の 構造ほ細胞膜 を挟 ん で
細胞内部分と細胞外部分よ り構成 され , 細胞外部分は シ ス テ イ
ソ 残基に 富む 構造を有 して い る . そ して そ の シ ス テ イ ソ 残 基に
富む 構造 ほ腫瘍壊死因子(tu m or n e cr o sisfa ctor, T N F)の レ セ
プタ ー や神経成長因子(n e rv egr o wthfa ctor, N G F) の レ セ プ
タ ー にも認め られ る よく保存 さ れ た 構造 であ り , Fa s 抗原 が
N G F/T N Fレセ プ タ ー フ ァ ミ リ ー に 属 す る細胞表層蛋白 であ
る こ とが わ か っ て い る
け)
. 彼らは マ ウス の 細胞株 に ヒ ト Fa s抗
原の c-D N A を導入 し Fas抗原を発現させ , 更に そ の 細胞 を抗
Fa s 抗体 とと もに 培養す ると ア ポ ト
ー シ ス が 認め られ る こ と
や , Fa s抗原を 発現す る ヒ ト の 細胞株を抗 Fa s抗体と ともに 培
養す ると 細胞死 が 誘導 で き る こ と か ら , Fas 抗原 自身 が ア ポ
ト ー シ ス 誘導活性を有す る分子 で あ る こ と を報告 した
38)
･
bcト2 ほ辻本 ら に よ り染色体14番, 18番 の 転座 を 有す る ヒ ト
の B リソ パ 腫細胞 の 染色体切断点 よ り 発見 され た 遺伝子 であ
り
3g 卜 4-)
, そ の 産物で ある bcト2 蛋白は細胞内の ミ ト コ ン ドリ ア
に 局在す る と考え られ て い る
22)
. 当初 bcl-2 は B リン パ 腫 の 発
症に 関与す るオ ン コ ジ ー ン で あると 考え られ た が
42) 瑚
, 以下 に
示 す報告か ら正 常の リ ン パ 球 の ア ポ ト
ー シ ス 死を 非細胞増殖性
に 抑制する機能が 明 らか に さ れ注 目を 集め て い る ･ すな わ ち あ
る種の サ イ ト カ イ ン 依存性細胞株を対応する サ イ ト カ イ ン の な
い 状態 で 培養す る と ア ポ ト ー シ ス に よ り 細胞死 に 至 る が ,
bcl-2 の C-D NA を導 入 こ と で ア ポ ト 叫 シ ス が 抑 制 さ れ る と い
う 朋 . また bcl-2 の C-D N A を導 入 され た マ ウ ス (ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク マ ウス) で は B細胞の 寿命の 延長や
冊
, 胸 腺細胞 が
抗 C D 3m A b や グル コ コ ル チ コ イ ド等の 刺激に 対 して 感受性 が
低下 し ア ポ ト ー シ ス を 起 こ しに く く な る こ と が 知 ら れ て い
る
49)50}
. また Piz ela らは ヒ ト の 免疫組織に お ける bcト2 蛋白の
局在を免疫組織染色法を用い て 解析 して い るが , 多くの 局所 リ
ン パ 組織リ ソ パ 球や 末梢血 リ ン パ 球に ほ 明らか な bcト2 蛋白の
発現が認め られ る が , 生体内で ア ポ ト ー シ ス が認め られ る胸腺
皮質細胞や 二 次リ ン パ 液胸 の 胚中心 B細胞は bcト2 蛋白を欠如
して い る こ とを 報告 して い る23)24)51}
今 臥 IM の 活性化 丁細胞の ア ポ ト
ー シ ス 誘導が , ど の 様 な
細胞条件 で 規定 され て い る の か を 検討する 目的 で , Fa s抗原 お
よび bcト2 の 発現 に つ い て 検討 した . そ の 結果 , IM と健康小児
の 両者で C D 45R O
+
T細胞 に Fas抗原 の 発現が認め られ た ･ し
か しな が らIM の CD45R O
+ T細胞(活性化丁稚胞)が生体外の
培養 で 容易 に ア ポ ト ー シ ス を 起 こ す の に 対 し , 健 康 小児 の
CD45 R O
+
T細胞(メ モ リ ー T細胞)ほ生体外で培養 しても ア ポ
ト ー シ ス は 起 こ しに く い こ とか ら, I M の 活性化 丁細胞 の ア ポ
ト ー シ ス 誘導は Fas抗原 の 発現 だけ で は 規定 され ず , 他の 細胞
条件が必要 である こ とが 推測 された . 一 方 bcト2 蛋白の 発現を
両者で比較す る と健康小児で ほ C D 45 R O
十
(メ モ リ ー T細胞)お
よ び C D 45 R O
~
の 両 丁細胞分画 に お い て ほ と ん ど の 細胞 が
bcl-2 蛋白を 発現 して い た の に 対 し , I M の C D 45 R O
十 丁細胞
(活性化丁細胞) では そ の ア ポ ト ー シ ス 傾 向を 支持す る よ う に
bcト2 蛋白発現 の 著 しい 低下が認め られた . 以上 の 結 果か ら ,
IM の 活性化 丁細胞 の ア ポ ト ー シ ス 誘導に は bcl-2 蛋 白 の 欠如
が強く関与 して い る こ と が示酸 され た . IM 活性化 で細胞 の 著
丸
明 な ア ポ ト
ー シ ス は , 抗 Fa s抗休添加の 要 さな い 細胞死 で あ
り , こ の こ と は本症 丁細胞 が生体内 で すで に Fas 抗原 の リガ ン
ドで細胞死 へ の シ グナ ル を受け て い る こ と を示 す の か も しれ な
い . 抗原刺激に 呼応 して 末梢血 丁細胞に ア ポ ト ー シ ス が 誘導さ
れ る過程 で , bcl-2 蛋白が どの 様な機序を介 して ア ポ ト ー シ ス
を 抑制す る の か , ある い は Fa s抗原 と bcト2 蛋白相互 の 関係が
どの 様に抑制 され て い るの か非 常に 興味 が持た れ る ･
結 論
急性期I M の 末 梢血 で 増加が 認め られ る活性化 丁細胞に つ い
て検討 し , 以下の 結論を得 た .
1 . 急性期I Mの P B M N Cを 生体外 で 培養する と活性化 丁細
胞に 相当す る C D4
十 C D4 5 R O十 ,C D 8
+
C D45 R O
+ の T細胞 に ア ポ
ト ー シ ス が 認め られ た . こ れ に 対 し健康小児 の P B M N Cで ほ
C D 45R O
+
(メ モ リ ー T細胞), C D 45 R OL い ずれ の T細胞分画で
も ア ポ ト ー シ ス ほ ほ とん ど認め られ な か っ た ･
2 . I M と健康小児の P B M N Cで Fa s抗原 の 発現 を フ ロ ー サ
イ ト メ トリ ー に よ り解析す る と , ア ポ ト ー シ ス を お こ しや すい
I Mの 活性化 丁細胞(C D 45 R O
十)で Fas抗原の 発現 が認め られ
た . しか し生体外の 培養で ア ポ ト ー シ ス が ほ と ん ど認め られ な
か っ た 健康小児の メ モ リ ー T細胞 (C D 45 R O
十
) に お い て も Fa s
抗原が発現 し , Fa s抗原の 発現の 有無だけで は I M の 活性化 丁
細胞の ア ポ ト ー シ ス が 規定 されな い こ と がわ か っ た ･
3 . I M お よ び健康小児 の P B M NC の bcト2 蛋白発現を フ
ロ ･ - サ イ トメ ト リ ー に よ り解析する と , ア ポ ト ー シ ス を 起 こ し
に く い 健康小児の C D45 RO
十(メ モ リ ー T細胞), C D 45 R O~の 両
丁細胞 と , IM の C D 45 R O~ T細胞 で bcl-2蛋白発現 が認め られ
た . 一 方 ア ポ ト ー シ ス を起 こ しや す い とい う 性質を支持す るよ
うに IM の 活性化 丁細胞 (C D45R O
十
) で はそ の 発現は 認め られ
な か っ た .
4 . 各細胞分画の bcl-2 蛋白の 発現を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ
ソ グ法で も確認 した が フ ロ ー サ イ トメ ト リ
ー と全 く 一 致 した解
析結果が得 られ た .
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Ⅹey w ords infbctio us mononucle osi , apOptOSis, E BV Fas,bcト2
A bstra 亡t
Acuteinftctious m on on ucleosi (IM)is abemigTl and usual1y selflimitedlymphoprolifbrativedise ase,fbllo wingthepri-
m aryinfectio n ofEpstein- Ba rr viru S(E B V)･ I Mishem atological 1ycharacteriz dby the appearan Ce Ofacdv ated Tlympho-
cytesin the peripheral blo od･ Activated Tc ellsin ac uteI Mpatie ntshavebeen sho wn t o e xpressCD 45 RO antigen, O n eiso-
for m oftheleukocyte
-C O m m O n an tigen(CD 4 5), reneCting theirin viv o acdvated status. However, thefate of these acdvated
Tce11sin thisdis easeis n ot cle arly understo od･ In this study, We de m onstrated that,in simple c ultt汀e, alargePrOPOrt10 n OfT
ce1s 舟om ac uteI Mpatientsdiedrapidly, butonly afew T cells負
･
Om n Orm al don orsdid. M orphologica1 0bse rv ations and
D NA 丘agm entaio n an alysis sho w ed thatloss ofviability of I M Tcells afterin cubation was m ediatedby apoptosis･ I M T
Ce11s undergolng 叩OptOSis residede xclusiv elyin CD45RO
+
population s ofboth CD 4
+
and CD8+ T cells. In c o ntr asttoI M
activated Tcells, m e m Ory T ce11populatio ns with the s am e(CD45 R O
+)phe n otypeSin n o rm als didn otsho w anySigni丘c ant
apoptotic changeS afterinc ubation･ It has re cently be en reported thathu m anFas antlgen m ay Se rv e aS a C el トsurface
m olec ule m ediating apoptosisinlymPhoidce11s･ In addition, thebcl-2gen ehasbe en acceptedasplaying aninhibitoryr ole
in theprocess ofapoptotic c ellde ath･ Tbus, W efurther e xamin ed the expressio n ofFas antige n and in打acellularbcl-2protein
inI Mandn or mal Tcells to clarifythedi 蝕rent c ellular CO nditio ns of both Tcells wi threspeCttO SuS C eptibilityto apoptosis.
Itw a sfound that Fas antigen w as c oexpressed n ot only o n activ atedT cellsinlM, butals o on m e m ory T cells inn or malT
C e11s. V h heredevised now cyto m etric an alysis ofbcl-2 expr essioninindividualcells uslnga n anti-tXl-2 anti body. m e
S由king 丘nding w asthatbcl-2 expr ession wa sabsent fbr activ ated(CD 45RO





, appreCiably expressed bcl-2pr otein.
r
mis w as c on負r m edby Vhste rnblottlng analy-
Sis. T もe results suggested that e xpression of bcl-2, but n ot of Fas an tlgen , WaS animportantdete rminantfor survivalof T
lymphdid cells.
r
rb ke n together, apOptOSis of m ost activ ated Tc ellsin I M mightplay abeneficialr ole fbrter min adon of
exaggeratedTIcellim m un e reSpO nSeS againstpn m aryinfbctio n ofE BV
